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体征未见明显缓解的重度干眼患者 26 名。所有给予 0.1%他克莫司滴眼液合并人
工泪液治疗，并于治疗前、治疗后 1 月、2 月及 3 月观察干眼相关临床指标，包
括：干眼症状评分(Ocular Surface Disease Index,OSDI)、泪膜破裂时间( Tear break 
up time,TBUT )、泪液分泌试验(Schirmer I)、角膜荧光素钠染色评分(Fluorescein 
Staining Score,FL)、结膜充血程度分级及睑板腺功能评级。于治疗后 1 月后采用
结膜印迹细胞法检查(Conjunctival impression cytology,CI)观察结膜上皮细胞鳞状
化生评级以及结膜杯状细胞数量。应用角膜共聚焦显微镜检查观察角膜上皮细胞
及上皮下神经在治疗 1 月后的变化。 
结果：经 0.1%他克莫司联合人工泪液治疗后，干眼患者 OSDI 评分明显下降，
治疗前为 53.89±15.49 分，治疗 1 月评分为 36.39±10.96 分( Z = 57, p < 0.001 )，2
月评分为 25±9.35 分( Z = 46, p < 0.001 )，3 月为 24±7.42 分( Z = 27, p < 0.001 )。
治疗后，干眼患者泪膜破裂时间显著增加，治疗前为 0.55±0.74 秒，治疗 1 月为
2.5±1.38 秒( Z = 34, p < 0.001 )，2 月为 2.89±0.78 秒( Z = 23, p < 0.001 )，3 月为
3.6±0.55 秒( Z = 21, p < 0.001 )。角膜荧光素钠染色评分明显降低，治疗前为 8.22
±3.14 分，治疗 1 月为 5.17±2.62 分( Z = 15, p < 0.001 )，2 月为 4.89±1.67 分( Z 
= 11, p < 0.001 )，3 月为 5.2±1.64 分( Z = 11, p< 0.001 )。 结膜充血程度评级明
显下降，治疗前为 3.06±0.64 级，治疗 1 月为 2±0.49 级( Z = 38, p < 0.001 )，2
月为 1.67±0.5 级( Z = 27, p < 0.001 )，3 月为 1.8±0.44 级( Z = 15, p < 0.0001 )。
LogMar 视力、泪河高度、泪液分泌试验及睑板腺功能评级治疗前后各时间点均
无显著性差异（p>0.05）。角膜共聚焦显微镜检查显示：治疗 1 月后，中央角膜
上皮基底层细胞数量从治疗前 5798±64 个/mm2 增加至 6247±89 个/mm2，差异
有统计学意义(Z = 34, p < 0.05)；朗格罕斯细胞明显减少，治疗前为 98±35 个
/mm2，治疗 1 月为 43±25 个/mm2，差异有统计学意义(Z= 18, p < 0.05)；角膜弯

















计学意义( Z = 31, p < 0.05)；角膜神经直径增加，治疗前为 3.5±0.57Zm，治疗 1
月后为 4.2±0.69Zm( Z =15, p < 0.01)；角膜神经念珠细胞治疗前后无显著性差异
（Z=38, p>0.05）。结膜印迹细胞学检查显示：治疗前后，结膜杯状细胞密度增加,
治疗前为 97±24 个/mm2，治疗 1 月后为 150±32 个/mm2(Z = 24, p < 0.001)；结




















Objective: To evaluate the therapeutic effects of 0.1% tacrolimus eye drops on 
refractory severe dry eye diseases. 
Methods: This prospective, self-control interventional study enrolled 26 patients who 
were resistant to steroid treatment for a period of at least six months. Patients were 
instructed to use topical 0.1% tacrolimus eye drops combined artificial tears twice a 
day in the lower conjunctival sac. This study collected the Ocular Surface Disease 
Index questionnaire (OSDI) and ocular surface signs including tear film break-up time 
(TBUT), Schirmer test (Schirmer I), corneal fluorescein staining (FL), conjunctival 
impression cells (CI) and corneal confocal microscopic examination of corneal 
inflammation cell and nerve in all patients at baseline, and1month, 2 monthes and 3 
monthes after treatment. 
Results: OSDI score significantly decreased from 53.89±15.49 at baseline to 
36.39±10.96 at 1-month postoperatively (Z=57, p<0.001), 25±9.35 at 2-month 
postoperatively( Z = 46, p < 0.001 )and 24±7.42 at 3-month postoperatively ( Z = 27, p 
< 0.001 ). Tear break up time statistically improved from 0.55±0.74s at baseline to 
2.5±1.38s at 1-month postoperatively( Z= 34, p < 0.001 ), 2.89±0.78s at 2-month 
postoperatively( Z= 23, p < 0.001 ), 3.6±0.55s at 3-month postoperatively ( Z = 21, p < 
0.001 ).Corneal fluorescein staining score decreased from 8.22±3.14 at baseline to 
5.17±2.62 at 1-month postoperatively (Z=15, p<0.001) , 4.89±1.67 at 2-month 
postoperatively (Z=11, p<0.001), 5.2±1.64 at 3-month postoperatively (Z=11, 
p<0.001). Conjunctival hyperemia grade level decreased statistically from 3.06±0.64 
at baseline to 2±0.49 at 1-month postoperatively (Z=38, p<0.001), 1.67±0.5 at 
2-month postoperatively (Z=27, p<0.001) , 1.8±0.44 at 3-month postoperatively 
(Z=15, p<0.001). No significant difference was noted in the average LogMar vision, 
meibomian gland function parameters, tear meniscus height and Schirmer test during 















corneal basal epithelium cells increased statistically after 30 days of treatment(5798±
64 ells/mm2 vs. 6247±89 cells/mm2; Z = 34, p < 0.05); 2) Langerhans cells and 
inflammatory cells decreased significantly(98±35 cells/mm2 vs. 43±25 cells/mm2; 
Z= 18, p < 0.05); 3)No significant difference was found in the former front stromal 
cells density after 30 days of treatment (Z=35, p > 0.05) and 4) Corneal nerve 
diameter increased significantly after 30 days of treatment (3.5±0.57 μm vs. 4.2±0.69 
μm; Z =15, p < 0.01). In addition, conjunctival impression showed that the number of 
goblet cell increased significantly after 30 days of treatment(97±24 cells/mm2 vs. 
150±32 cells/mm2; Z = 24,p < 0.001). 
Conclusion: 0.1% tacrolimus can effectively improve tear film stability and ocular 
surface status of refractory severe dry eye which is resistant to steroid treatment. 

































中文摘要 ................................................ Ⅰ  
英文摘要 ................................................ Ⅲ 
第一章 前 言 ............................................. 1 
1.1 干眼的定义及流行病学 ......................................... 1 
1.2 干眼的严重程度及分类 ......................................... 1 
1.3 难治性重度干眼与免疫反应 ..................................... 2 
1.4 重度干眼免疫抑制治疗现状 ...................................... 5 
1.5 他克莫司的治疗作用及机制 ..................................... 6 
1.6 研究目的 ..................................................... 7 
第二章实验材料与方法 ..................................... 8 
2.1 实验材料与设备 ............................................... 8 
2.1.1 实验对象 .................................................. 8 
2.1.2 实验药物 .................................................. 8 
2.1.3 主要实验耗材及试剂 ........................................ 8 
2.1.4 主要试验仪器及设备 ........................................ 9 
2.2 实验方法 ..................................................... 9 
2.2.1 实验对象入组 .............................................. 9 
2.2.2 OSDI问卷................................................. 12 
2.2.3 干眼客观体征评价 ......................................... 13 
2.2.4 角膜共聚焦显微镜检查 ..................................... 18 
2.2.5 结膜印迹细胞学检测 ....................................... 19 
2.2.6 结膜印迹细胞 PAS染色方法 ................................. 20 
2.3 统计方法 .................................................... 21 
第三章 结 果 ............................................ 22 
3.1 入组人群特点分析 ............................................. 22 

















3.2.3 泪膜破裂时间 ............................................. 25 
3.2.4 角膜荧光素钠染色 ......................................... 26 
3.2.5 结膜充血程度 ............................................. 27 
3.2.6 泪液分泌试验 ............................................. 28 
3.2.7 泪河高度 ................................................. 29 
3.2.8 睑板腺开口评级 ........................................... 30 
3.2.9 睑板腺分泌能力 ........................................... 30 
3.2.10 睑板腺分泌物性质 ........................................ 31 
3.3 角膜共聚焦显微镜检查 ........................................ 32 
3.3.1 角膜共聚焦显微镜检查中央角膜上皮基底层细胞变化情况 ....... 32 
3.3.2 角膜共聚焦显微镜角膜中央浅层基质及深层基质细胞变化情况 ... 33 
3.3.3 角膜共聚焦显微镜检查中央角膜上皮朗格罕斯细胞变化情况 ..... 34 
3.3.4 角膜共聚焦显微镜检查中央角膜上皮下神经念珠数变化情况 ..... 34 
3.3.5 角膜共聚焦显微镜检查中央角膜上皮下神经弯曲度情况变化 ..... 34 
3.3.6 角膜共聚焦显微镜检查中央角膜上皮下神经直径 ............... 35 
3.4 人结膜印迹细胞学检测 ........................................ 36 
第四章 讨 论 ............................................ 37 
4.1 研究对象的选择 .............................................. 37 
4.2 不同浓度他克莫司治疗的干眼疗效评价 .......................... 37 
4.3 角膜上皮细胞及基质细胞密度的改变 ............................ 38 
4.4 角膜屏障功能与炎症细胞 ...................................... 39 
4.5 角膜上皮下神经的改变 ......................................... 39 
4.6 结膜上皮细胞鳞状化生评级及杯状细胞密度改变 .................. 40 
第五章 结 论 ............................................ 41 
附 录 英文缩略词索引 .................................... 42 
参考文献 ................................................ 43 















Table of Contents 
Abstract in Chinese ................................................................................... I  
Abstract in English ................................................................................. Ⅲ 
Chapter 1Introduction .............................................................................. 1 
1.1 Definition and epidemiology of dry eye ............................................................ 1 
1.2 The classification and severity of dry eye ......................................................... 1 
1.3 Refractory severe dry eye and immune response ............................................ 2 
1.4 Refractory severe dry eye and immunosuppressive treatment ...................... 5 
1.5 Application of tacrolimus ................................................................................... 6 
1.6 Research purpose ................................................................................................ 7 
Chapter 2 Materials and Methods .......................................................... 8 
2.1 Materials and Equipment .................................................................................. 8 
2.1.1 Subjects .......................................................................................................... 8 
2.1.2 Experimental drug .......................................................................................... 8 
2.1.3 Laboratory consumables and reagents ........................................................... 8 
2.1.4 Instruments and equipment ............................................................................ 9 
2.2 Experimental method ......................................................................................... 9 
2.2.1 Subjects into groups ....................................................................................... 9 
2.2.2 OSDI questionnaire ...................................................................................... 12 
2.2.3 Objective signs of dry eye evaluation .......................................................... 13 
2.2.4 Corneal confocal microscopy ...................................................................... 18 
2.2.5 Conjunctival impression cytology ............................................................... 19 
2.2.6 Conjunctival impression cytology PAS staining .......................................... 20 
2.2.7 Evaluation order ........................................................................................... 21 
2.3 Statistical method ............................................................................................. 21 
Chapter 3 Results .................................................................................... 22 















3.2 Dry eye symptoms and signs ............................................................................ 23 
3.2.1 OSDI score ................................................................................................... 23 
3.2.2 LogMar Visual acuity................................................................................... 24 
3.2.3 Tear film breakup time ................................................................................. 25 
3.2.4 Fluorescein Staining Score,FL ..................................................................... 26 
3.2.5 Conjunctival congestion............................................................................... 27 
3.2.6 Shirmer I ...................................................................................................... 28 
3.2.7 Tear meniscus height .................................................................................... 29 
3.2.8 Meibomian gland orifices ............................................................................ 30 
3.2.9 Meibomian gland secretion1 ........................................................................ 30 
3.2.10 Meibomian gland secretion2 ...................................................................... 31 
3.3 Corneal confocal microscopy ........................................................................... 32 
3.3.1 Changes in Central corneal epithelial basal layer cells ................................ 32 
3.3.2 Changes in Central corneal matrix in the shallow and deep stromal cells ... 33 
3.3.3 Changes in Central corneal epithelial Langhans cells ................................. 33 
3.3.4 Changes in Central corneal subepithelial nerve numbers ............................ 34 
3.3.5 Changes in Central corneal curvature .......................................................... 34 
3.3.6 Central corneal Subepithelial nerve diameter .............................................. 34 
3.4 Conjunctival impression cytology ................................................................... 35 
Chapter 4 Discussion .............................................................................. 37 
4.1 Selection of the subjects ................................................................................... 37 
4.2 Comparison of different concentrations of tacrolimuseye drops ................. 37 
4.3 The corneal epithelial cells and stromal cell density ..................................... 38 
4.4 Corneal barrier function and inflammatory cells ......................................... 39 
4.5 The changing of the corneal nerve .................................................................. 39 
4.6 Conjunctival cells and goblet cell changes ..................................................... 40 
 Chapter 5 Conclusion and prospect .................................................... 41 
Appendix .................................................................................................. 42 




























































Zaltas M 等[5,15-20]研究发现干眼最重要的病理改变是泪腺和结膜中 CD4+T 淋
















IFN-γ: IFN-γ 为 Th1 和 CD8+T 细胞特征细胞因子，由活化的 Th 细胞和 NK
细胞产生，参与免疫调节主要表现为促进 Th1 细胞发育和抑制 Th2 细胞活化与
增殖。SS 患者唾液腺、唾液和血清中可见 IFN-γ 水平升高，提示以 Th1 细胞活
化为主[36,37,53]。Cha 等[54]发现 IFN-γ 缺失可阻止免疫异常，从而避免了后续的靶
器官损害。Baker 等[55]的研究表明在 SS 患者唾液腺细胞中 IFN-γ 可诱导细胞凋
亡，引起腺体分泌功能不全。其机制可能是由于 IFN-γ 诱导 CXCR3 配位体的血
清趋化因子 CXCL9 和 CXCL10 高表达；在 SS 早期阶段，抗 CXCL10 活性可显
著减少唾液腺的单核细胞浸润[56,57]。这些研究结果表明，IFN－γ 通过 CXCR3 配

















TNF-α:肿瘤坏死因子-α(TNF-α)由包括 Th1 和 CD8+T 细胞在内的多种细胞分
泌，与多种自身免疫性疾病发病相关。SS患者唾液中TNF-α水平明显增高。TNF-α
可增强与 SS 相关的两个重要的自身抗原 SS－A 和 SS－B 的表达，并且发现
TNF-α 可单独或与 IFN-γ 一起诱导细胞凋亡，引起唾液腺细胞分泌功能障碍[58]。
因此，TNF-α 可能是 SS 一个关键致病细胞因子，不仅促进了 SS 的发展，还可
与其他细胞因子相互作用，引起更加复杂的病理机制。 
IL-12:IL-12 主要由巨噬细胞和树突细胞产生，主要免疫调节作用是诱导早期
Th 细胞分化为 Th1 细胞，并促进 Th1 细胞的发育和增殖。也有观点认为 IL-12
可降低调节性 T 细胞(treg)频率，并下调 Foxp3 的水平，间接激活免疫系统。在
SS 患者的靶器官中可检测到 IL-12 水平明显升高[59]。在 SS 小鼠模型试验中，在
疾病早期阶段即可检测到 IL-12 的 mRNA 及蛋白水平显著升高[60]。 
IL-18:IL-18 因其可以诱导 IFN-γ 的产生，又叫作 IFN-γ 诱导因子。其主要免
疫调节作用是诱导 IFN-γ 产生，加强 IL-12 的作用，促进 Th1 细胞的分化和增殖，
在自身免疫性疾病中均起重要作用。Becker 等[61]发现在 SS 患者血清、唾液腺和
唾液中均可检测到 IL-18，并且其浓度与疾病的严重程度相关。此外，SS 患者唾






[23,63]。CCR6:CCL20 信号通路在 Th17 细胞迁移中有很重要的作用[64]。眼表结构
中，刺激诱导后 CCL20 水平上调[34,39]。在环境诱导的小鼠干眼模型中，特异性
Th17 细胞可抑制调节性 T 细胞促进的致病性 T 细胞的分化，当抗 IL-17 治疗后，
可缓解疾病症状，减少 IL-6 产生并且恢复调节性 T 细胞（Treg）功能的恢复。



















IL-17:IL-17 主要由 Th17 细胞分泌的细胞因子，目前也是研究热点。IL-17、
IL-23/Th17 细胞轴具有促炎性反应作用，这极大地改变了既往完全归因于 Th1
细胞的自身免疫性疾病和慢性炎症性疾病机制的认识。SS 小鼠模型及 SS 患者病
理组织中发现 IL-17 表达显著上调，因此可推测该细胞因子可能与疾病的发生相
关，并且在 SS 患者的外周血和唾液腺中，CD3+CD4－CD8－T 细胞产生的 IL-17
也有所增加[66]。通过可溶性 IL-17R:Fc 融合蛋白抑制腺病毒介导的 IL-17 活性，
可使 SS 小鼠模型组织炎性反应减弱、自身抗体合成减少，腺体分泌功能改善[67]。
反之，腺病毒介导的 IL-17 过度表达可诱发组织炎性反应和抗核抗体的产生。在
SS 患者的唾液腺和血清中，IL-17 和 IL-23 也有所升高。免疫组化也表明 IL-17
和 IL-23 蛋白及其受体存在于 SS 患者淋巴细胞浸润区域及唾液腺导管区域[68]。 
IL-22:IL-22 属于 IL-10 家族，主要由 Th17 细胞核 NK 细胞分泌。Lavoie 等
[69]发现 SS 患者血清中 IL-22 水平显着升高，并与自身抗体和类风湿因子的水平
相一致，因此 IL-22 在本病的发病过程中可能发挥作用。此外在 SS 患者的唾液






和 B 淋巴细胞、巨噬细胞浸润增加，活化并表达 MHCⅡ类抗原，增加抗原递呈




























诱导磷脂酶 A2 抑制蛋白发挥作用。0.1%氟米龙联合人工泪液治疗干眼 2 周，泪
膜破裂时间及角膜荧光染色评分都有明显改善，0.5%氯替泼诺滴眼液联合人工泪








自 1970 年起免疫抑制剂在临床中的应用已 20 余年。有研究发现，4%环孢
霉素 A 可以增加结膜杯状细胞数量，2%环孢霉素 A 滴眼治疗动物干眼模型疗效
家的作用，可以增加泪液分泌同时减轻炎症反应。有动物实验发现，环孢霉素 A
在全身应用或仅眼部使用可明显改善干眼动物模型眼表面的炎症反应。局部应用
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